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Esta dissertação foi dividida em duas partes, sendo elas: capítulo 1, que é 
uma breve revisão bibliográfica abordando a microbiologia do leite cru e os micro-
organismos utilizados neste estudo (Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus 
e as bactérias do ácido lático - BAL); e capítulo 2, o qual descreve o estudo 
realizado com Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus e BALs isoladas do 
leite cru oriundos de propriedades leiteiras da Região Metropolitana de Curitiba, 
avaliando o potencial antagonista das BALs frente aos patógenos utilizando a 
metodologia de sobreposição dupla. As espécies láticas de Lactobacillus plantarum, 
Lactococcus lactis, Lactobacillus fermentum, Enterococcus faecalis e Lactobacillus 
brevis isoladas mostraram capacidade em inibir L. monocytogenes in vitro e L. 
plantarum demonstrou o melhor potencial inibitório; na análise envolvendo a 
habilidade de Staphylococcus aureus, cepas testadas de Lactobacillus fermentum, 
Enterococcus faecalis, Lactococcus lactis, Lactobacillus paracasei, Lactobacillus 
brevis, Lactobacillus plantarum demonstraram capacidade de inibir a multiplicação 
do patógeno in vitro, sendo que L. paracasei alcançou os melhores resultados. Os 
dados encontrados neste estudo podem evidenciar sobre a influência das cepas de 
BAL nativas do leite cru no desenvolvimento dos patógenos estudados presentes no 
ambiente de ordenha e em leite e seus derivados.  






















This dissertation has two parts, the chapter 1 refers to a brief bibliographic 
review addressing the microorganisms studied (Listeria monocytogenes, 
Staphylococcus aureus and the lactic acid bacteria - LAB). The chapter 2 describes 
the study carried out with Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus and LABs 
isolated from raw milk from dairy farms from the Metropolitan Region of Curitiba, 
evaluating the potential antagonist of LAB against the pathogen using the plate 
overlay methodology. Lactic species of Lactobacillus plantarum, Lactococcus lactis, 
Lactobacillus fermentum, Enterococcus faecalis and Lactobacillus brevis isolated 
from raw milk showed the ability to inhibit L. monocytogenes in vitro and L. plantarum 
demonstrated the best inhibitory potential; in the analysis involving the ability of 
Staphylococcus aureus, tested with strains of Lactobacillus fermentum, Enterococcus 
faecalis, Lactococcus lactis, Lactobacillus paracasei, Lactobacillus brevis, 
Lactobacillus plantarum demonstrated the ability to inhibit the multiplication of the 
pathogen in vitro, with the best results of L. paracasei. The results found in this study 
may show the influence of LAB strains native to raw milk in the development of the 
studied pathogens present in the milking environment and in milk and dairy products. 
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CAPITULO I – REVISÃO DE LITERATURA – MICROBIOLOGIA DO LEITE 
CRU   
 
1.1. Introdução geral 
O leite, pelas suas ricas características nutricionais e físico-químicas, é 
um alimento considerado propício ao crescimento de micro-organismos. Nele, 
são encontrados diversos grupos bacterianos, incluindo espécies benéficas, 
patogênicas ou deteriorantes. Bactérias benéficas, principalmente 
representadas por bactérias do ácido lático, podem ser exploradas como 
probióticos ou bioconservantes, sendo extensivamente utilizados pela indústria 
(BOOR et al., 2017; NERO, DA CRUZ & BERSOT, 2017; PERIN, L. M. et al., 
2019).  
Segundo VASCONCELLOS & ITO (2011) e ARTURSSON (2018), o 
leite pode veicular micro-organismos responsáveis por doenças ou infecções 
consideradas zoonóticas, que são transmitidas entre os animais e os seres 
humanos de maneira natural. Dentre as zoonoses transmitidas aos seres 
humanos por meio do leite e seus derivados, estão a tuberculose zoonótica, 
brucelose, listeriose de origem alimentar e as gastroenterites por 
Staphylococcos aureus, Campylobacter jejuni e Bacillus cereus.  
Desde a descoberta da pasteurização, por Louis Pasteur, no século 
XIX, são utilizados procedimentos tecnológicos desenvolvidos para assegurar o 
fornecimento de leite isento de micro-organismos patogênicos para os 
consumidores (WATT, 2016); no entanto, o índice de patógenos transmitidos 
pelo leite e seus derivados é ainda significativo (BUYSER, 2001; HAVELAAR, 
GRACE & WU, 2019). Em contrapartida as populações microbianas benéficas 
do leite cru podem incluir gêneros de bactérias do ácido lático (BAL), como 
Lactococcus, Streptococcus e, em maior abundância, espécimes de 
Lactobacillus, todos com grande importância para a indústria (QUIGLEY et al. 
2011; 2013).  
Há muito tempo, as BAL são utilizadas nos processos fermentativos 
dos alimentos (NERO, DA CRUZ & BERSOT, 2017), como a fermentação do 
leite e sua transformação em produtos específicos com características ácidas 
(WIDYASTUTI, ROHMATUSSOLIHAT & FEBRISIANTOSA, 2014). Além disso, 
essas espécies bacterianas são reconhecidas por sua ação probiótica, 
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trazendo benefícios para a saúde do homem e animais (O’SULLIVAN, J-H LEE 
& DOMINGUEZ, 2011). 
 
1.2. Bactérias patogênicas 
  
As doenças transmitidas por alimentos (DTA) têm sido descritas há 
muito tempo, desde os primórdios das civilizações. A natureza, gravidade e 
consequências dessas enfermidades vem apresentando alterações ao longo do 
tempo e entre regiões, continentes e populações. Assim, a segurança alimentar 
é um desafio a ser enfrentado, considerando o ônus social e econômico que 
causam nas sociedades (WHO, 2015).  
Tanto países industrializados quanto em desenvolvimento são vítimas 
dessas doenças, com grande número de indivíduos enfermos e altos custos 
envolvidos. A maior parte da sintomatologia em decorrência de DTA é 
caracterizada por sinais gastrintestinais, podendo gerar complicações severas 
(BLACKBURN & MCCLUR, 2009).  
De acordo com a Organização Mundial de Saúde (OMS), doenças 
alimentares podem ser causadas por diversos agentes, como vírus, bactérias, 
parasitas, toxinas formadas por micro-organismos ou agentes químicos, sendo 
que as bactérias são os principais agentes causadores (WHO, 2015).  
 
Listeria monocytogenes  
Um dos micro-organismos reconhecido por causar doença com 
sintomatologia invasiva em grupos de risco é a Listeria monocytogenes 
(MCLAUCHLIN et al., 2004; BUCHANAN, 2017; ARTURSSON, 2018). O 
principal veículo de transmissão dessa bactéria é a alimentação, incluindo 
carnes, vegetais e produtos lácteos. Listeria sp. são micro-organismos ubíquos 
e têm sido encontrados em diversos ambientes, alimentos, animais e também 
na água (BHUNIA, 2008; MAGALHÃES, 2014).  
Na população em geral, a incidência da doença é baixa se 
considerarmos a ampla distribuição deste micro-organismo no meio ambiente e 
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a sua alta frequência em alimentos. No entanto, há alta incidência em 
populações de risco, como idosos, grávidas e pessoas com o sistema imune 
comprometido (MCLAUCHLIN & REES, 2009; BUCHANAN et al., 2017). 
Pessoas dos grupos de risco podem ser acometidos por formas severas e 
invasivas da infecção, nos quais a taxa de mortalidade pode chegar a 40% 
(MAGALHÃES, 2014), gerando desfechos como septicemia ou infecção do 
sistema nervoso central com possibilidade de sequelas neurológicas e morte 
(WHO, 2007). Além disso, manifestações mais raras podem ocorrer, como 
meningoencefalite e encefalite associadas a endocardites, pneumonia, 
peritonite e abscessos, bem como lesões cutâneas e oculares (MCLAUCHLIN 
et al., 2004). Nos indivíduos saudáveis, Listeria monocytogenes pode causar 
gastroenterites e sinais febris, geralmente autolimitantes (SWAMIATHAN & 
GERNER-SMIDT, 2007; BHUNIA, 2008), ou mesmo ser assintomática (JAY, 
2005).  
Reconhecida em 1924, Listeria monocytogenes pertence ao gênero 
Listeria, possui a conformação de um bacilo, com metabolismo anaeróbico 
facultativo e não formador de esporos. Possui motilidade por meio de 
estruturas chamas flagelos peritríquios, a temperaturas de 20 a 25ºC, sendo 
imóvel a 37ºC. L. monocytogenes é a mais relatada e importante para a saúde 
pública (MAGALHÃES, 2014).  
Listeria monocytogenes possui 13 sorotipos, dos quais 1/2a, 1/2b e 4b 
são os mais prevalentes em DTA (MAGALHÃES, 2014; SINGH, 2017). A 
classificação desses sorogrupos se dá de acordo com proteínas de superfície 
dos antígenos específicos, como o (O) somático e (H) flagelar (SINGH, 2017).   
Listeria monocytogenes é bastante versátil e consegue se desenvolver 
em ambientes desfavoráveis, contribuindo para a grande a importância como 
patógeno alimentar (MAGALHÃES, 2014). Esta espécie se diferencia em 
sobrevivência de outros patógenos por possuir a capacidade de tolerar 
quantidades razoáveis de sal e crescer mesmo em temperaturas de 
refrigeração (SINGH, 2017). Não apresenta grande resistência a baixa 
atividade de água e ao calor, sendo facilmente destruída por método de 
pasteurização, desde que realizado adequadamente (MAGALHÃES, 2014).  
Além disso, L. monocytogenes possui a capacidade de persistir no 
ambiente por meio da formação de biofilmes e, desta forma, causar 
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recontaminação do alimento durante seu processamento (BUCHANAN et al., 
2017). Os biofilmes são agregados bacterianos envoltos de uma matriz 
extracelular, que confere às bactérias proteção aos intemperes do ambiente e 
auxiliam na resistência aos antibióticos (REICHHARDT et al., 2014).  
A forma mais eficiente de eliminação dessas estruturas é baseada em 
técnicas específicas de higiene com práticas constantes durante e após as 
operações (BUCHANAN et al., 2017). Algumas cepas podem desenvolver 
maior resistência aos produtos utilizados na limpeza e sanitização, com maior 
capacidade de aderência permanecendo no ambiente (MAGALHÃES, 2014). A 
resistência de L. monocytogenes a produtos de sanitização e aos antibióticos 
está relacionada à aquisição de materiais genéticos móveis, como os 
plasmídeos, e ao desenvolvimento de bombas de efluxo. Além disso, grandes 
estresses ambientais, uso extensivo de produtos de limpeza e a formação de 
biofilme, carretam grande influência no desenvolvimento da resistência a 
antibióticos (OLAIMAT et al., 2018).    
A partir da década de 90, a aplicação de medidas de controle tem 
diminuído gradativamente o número de detecções de L. monocytogenes em 
diversas categorias de alimentos. No entanto, a taxa da doença tem se mantido 
estável, ocorrendo maior necessidade de entendimentos a respeito das 
características do patógeno, bem como de métodos de controle utilizados para 
se reduzir a incidência de listeriose (BUCHANAN et al., 2017).  
O meio mais eficaz para a prevenção e controle da bactéria utilizado 
pelas indústrias e ambientes de processamento de alimentos têm sido a 
implementação de Análise de Perigos e Pontos Críticos de Controle (APPCC), 
com efetivo programa de limpeza e desinfecção, temperaturas e tempo 
controlados durante o processamento dos alimentos e também o início da 
introdução de bioprotetores, a exemplo do uso de bactérias ácido láticas 





O gênero Staphylococcus, atualmente, alberga mais de 50 espécies, 
que são reconhecidas como comensais da pele e membranas mucosas de 
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animais e seres humanos (FETSCH & JOHLE, 2018). Espécies do gênero 
denominadas coagulase-positivas, que incluem Staphyloccus aureus, 
Staphylococcus intermedius, Staphylococcus delphini, Staphylococcus 
schleiferi subsp. coagulans e espécies coagulase variáveis de Staphylococcus 
hyicus, possuem um potencial importante de patogenicidade (SCHLEIFER & 
BELL, 2009). 
S. aureus é uma bactéria Gram-positiva, com conformação de cocos, 
que podem estar agrupados ou não, não móvel e que possui alta tolerância ao 
sal (BHUNIA, 2008). A bactéria possui uma série de fatores de virulência, 
dentre elas a produção de toxinas, responsáveis pela síndrome do choque 
tóxico e pela intoxicação alimentar por estafilococos (LAKHUNDI & ZHANG, 
2018). A intoxicação se dá em decorrência da ingestão de uma ou mais 
enterotoxinas estafilocócicas pré-formadas (SEs) em alimentos contaminados, 
geralmente quando deixados em temperatura ambiente por longos períodos 
(BHUNIA, 2008). Segundo relatos, a primeira descrição da doença de origem 
alimentar associada a estafilococos foi investigada em 1884, na cidade de 
Michigan (EUA), ocasionada pelo consumo de queijo contaminado pela 
bactéria (HENNEKINNE, DE BUYSER & DRAGACCI, 2011).  
A intoxicação alimentar por estafilococos é comum dentre as causas de 
doenças alimentares ao redor do mundo. Em geral, os casos diminuíram nas 
últimas décadas, mas, apesar disso, continua sendo importante causa de 
intoxicação alimentar, sobretudo em países em desenvolvimento (BHUNIA, 
2008), embora sejam frequentemente subnotificados devido aos sintomas 
inespecíficos e a rápida melhora clínica quando o quadro clínico não envolve 
complicações (FDA, 2012).  
Além de intoxicações alimentares S. aureus é reconhecido por causar 
uma variedade de infecções em animais, tais como mastites, infecções 
urinárias, dermatite, artrite, endocardite, abscessos e septicemia (PETON & 
LOIR, 2014), sendo a mastite considerada de impacto importante em pecuária 
leiteira (MOTA et al, 2012).  Há uma estreita ligação entre a ocorrência de 
mastite, principalmente subclínica, causada por Staphylococcus aureus, e a 
transmissão deste patógeno via leite e derivados (FAGUNDES et al., 2010; 
ARTURSSON, 2018).  
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Clinicamente, S. aureus vem sendo notável, em decorrência do 
desenvolvimento de resistência a múltiplas classes de antibióticos, dificultando 
o tratamento (KHOSHKHARAM-ROODMAJANI, 2014). O uso da meticilina 
levou ao aparecimento do S. aureus resistente à meticilina (MRSA), em 
meados de 1961, e as infecções causadas por estas cepas resistentes vêm 
aumentando, associadas a taxas de mortalidade mais altas do que em 
infecções causadas por cepas suscetíveis à meticilina (LAKHUNDI & ZHANG, 
2018). A resistência à meticilina ocorreu em S. aureus por mutação de uma 
proteína de ligação à penicilina, uma proteína codificada no cromossomo. Este 
tipo de resistência é transferido entre as cepas por bacteriófagos (SIDDIQUI & 
KOIRALA, 2018). 
Além da resistência à meticilina, outro fator importante relacionado aos 
mecanismos desenvolvidos por S. aureus é capacidade de formar biofilmes, 
que, clinicamente gera dificuldade em eliminar o patógeno em infecções e 
aumenta a tendência em exibir resistência antimicrobiana (ARCHER et al., 
2011; NEOPANE, 2018).  Nas indústrias, a formação de biofilmes prejudica a 
manutenção e limpeza dos equipamentos e estruturas e também podem trazer 
alterações nas propriedades organolépticas do produto devido à secreção de 
lipases ou proteases. Além disso, biofilmes aumentam drasticamente a 
ocorrência de doenças transmitidas por alimentos pela contaminação dos 
produtos pelos grupos bacterianos e suas toxinas (GALIÉ et.al, 2018).  
 
1.3. Bactérias do ácido lático: características gerais, diversidade, 
funções e produção de substâncias antimicrobianas  
 
Histórico 
Há muito tempo, as BAL são utilizadas em processos fermentativos de 
alimentos (NERO, DA CRUZ & BERSOT, 2017), como na biotransformação do 
leite em produtos específicos com características ácidas (WIDYASTUTI, 
ROHMATUSSOLIHAT & FEBRISIANTOSA, 2014). Além disso, essas espécies 
bacterianas são reconhecidas por sua ação probiótica, trazendo benefícios 
para a saúde de humanos e animais (O’SULLIVAN, J-H LEE & DOMINGUEZ, 
2010). Algumas espécies de BALs são capazes de produzir substâncias de 
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potencial interesse para a saúde humana e para a segurança de alimentos 
(CINTAS, 2001; DORTU & THONART, 2009; O’SULLIVAN, J-H LEE & 
DOMINGUEZ, 2010), como proteases, peptidases e bacteriocinas, que podem 
produzir um efeito antagonista no crescimento de micro-organismos 
deteriorantes ou patogênicos (O’SULLIVAN, J-H LEE & DOMINGUEZ, 2010). 
Essa capacidade inibitória vem sendo largamente estudada e as pesquisas 
indicam que BALs podem contribuir para a evolução da segurança e qualidade 
dos alimentos (CINTAS, 2001).  
Os leites fermentados tiveram sua origem na antiguidade, quando o 
homem iniciou a arte de domesticar os animais. Com o início da prática da 
ordenha, a armazenagem do leite cru sob condições de temperaturas elevadas 
favorecia a multiplicação das bactérias ácido láticas naturais do leite e a 
consequente formação de um produto final diferenciado, mais viscoso e com 
características próprias (NERO, DA CRUZ & BERSOT, 2017). A partir deste 
conhecimento, as técnicas de produção de leites fermentados foram 
propagadas ao redor do mundo e diferentes produtos foram desenvolvidos, 
incluindo kefir, leite acidófilo, kumys, iogurte, coalhada e leite cultivado 
(OLIVEIRA, 2009; NERO, DA CRUZ & BERSOT, 2017).  
As BALs estão historicamente associadas a esses e outros alimentos 
fermentados e são reconhecidas por serem em sua maioria micro-organismos 
benéficos (SALMINEN et al., 2012), sendo o seu uso amplamente difundido e 
estudado ao longo dos anos. Os alimentos fermentados, além das 
características únicas de sabor, aroma e textura, têm sua vida de prateleira 
ampliada em relação à matéria prima utilizada; a digestibilidade e a 
disponibilidade das vitaminas e de outros componentes também podem ser 
favorecidos com o emprego do processo fermentativo (JAY, 2005). Apesar 
disso, alguns gêneros podem ser causadores de doenças em seres humanos 
ou nos animais (JAY, 2005; SALMINEN et al., 2012), tais como Streptococcus 
pyogenes (LAMAGNI et al. 2008) e Streptococcus equi (EROL, 2012).  
 
Características gerais  
As BALs são Gram-positivas não formadoras de esporos (OLIVEIRA, 
2009; SALMINEN et al., 2012), com conformação de cocos, bacilos ou coco-
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bacilos (BJORKROTH & KOORT, 2016; DA SILVA, 2017) e um metabolismo 
anaeróbico facultativo, sendo classificadas também como oxidase e catalase 
negativas (DA SILVA, 2017). A sua taxonomia foi estabelecida pela primeira 
vez em 1919 por Orla-Jensen (KANDLER, 1983; SALMINEN et al., 2012), o 
qual considerou uma divisão de quatro gêneros: Lactobacillus, Leuconostoc, 
Pediococcus e Streptococcus.  
Segundo a atual classificação taxonômica baseada no sequenciamento 
do gene ribossomal, as BALs pertencem ao filo Firmicutes, classe Bacilli e 
ordem Lactobacilllaceae, subdivididas em seis famílias (Aerococcaceae, 
Carnobacteriacea, Enterococcaceae, Lactobacillaceae, Leuconostocaceae e 
Streptococcaceae) e há em torno de 40 gêneros atualmente reconhecidos 
(HOLZAPFEL & WOOD, 2014). Além desta classificação, alguns autores ainda 
consideram o gênero Bifidobacterium como pertencente ao grupo das BALs, 
devido às suas características biológicas e de metabolismo (DORTU & 
THONART, 2009; GIRAFFA, 2014). 
A principal característica destas bactérias é produzir mais que 50% de 
ácido lático como produto final da utilização de carboidrato (LIMSOWTIN, 2002; 
JAY, 2005; DA SILVA, 2017).  O metabolismo de glicose pode levar à formação 
de apenas ácido lático ou, além de ácido lático, outros ácidos orgânicos e 
etanol. Essas variações nos produtos metabólicos geram três categorias de 
fermentação: homofermentação, metabolismo de ácidos mistos e 
heterofermentação (KOWALCZYK et al., 2016). Ressalta-se que, com a 
formação do ácido lático, o valor do pH é reduzido a cerca de 4,6, alcançando o 
ponto isoelétrico da caseína do leite e, desta forma, propiciando a precipitação 
da proteína e a associação de micelas por meio de ligações hidrofóbicas com 
consequente formação de um gel, uma das características sensoriais dos leites 
fermentados (NERO, DA CRUZ & BERSOT, 2017).  
Além do uso para transformações fermentativas dos alimentos, essas 
espécies bacterianas são reconhecidas por seu papel importante como 
probióticos, trazendo benefícios na função gastrointestinal e na saúde em geral 
de humanos e animais (O’SULLIVAN, J-H LEE & DOMINGUEZ, 2010). Alguns 
dos mecanismos de ação desenvolvidos pelos micro-organismos com função 
probiótica são a colonização da microbiota intestinal, promovendo exclusão 
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competitiva de patógenos, produção de bacteriocinas, de ácidos orgânicos, 
enzimas, mucina, ácidos graxos e modulação do sistema imunológico pela 
produção de moléculas moduladoras (LEBEER et al. 2008; PEREIRA et al. 
2018; PLAZA-DIAZ, 2019).  
 
Produção de substâncias com potencial antimicrobiano 
A capacidade de produzir substâncias variadas por meio de seu 
metabolismo coloca as BALs frequentemente associadas a atividades 
antimicrobianas, relacionadas principalmente à formação de bacteriocinas, 
peróxido de hidrogênio e ácidos orgânicos (MOKOENA, 2017).  
Sabe-se que a produção de ácidos pelas BALs é um dos mecanismos 
mais importantes na inibição de outros microrganismos, pois a diminuição do 
ph é capaz de gerar efeitos no metabolismo celular (GUO et al., 2017), como a 
destruição do material genético, inibição da síntese proteica e alteração na 
captação de nutrientes e da estrutura da parede celular (LI et al.,2014). Embora 
a produção de ácidos orgânicos por essas espécies bacterianas seja um dos 
métodos de biopreservação em alimentos fermentados, outras substâncias 
como a reuterina, diacetil, ácidos graxos, peróxido de hidrogênio e propionato 
também são produzidas e demonstram efeitos na inibição do desenvolvimento 
de microrganismos (CASTELLANO et al.,2017). O peróxido de hidrogênio é 
reconhecido por seu potencial citotóxico, com grande potencial de oxidação 
para células e biomoléculas (JUVEN & PIERSON, 1996). A diversidade de 
sustâncias produzidas pelas BALs e a associação desses fatores demonstram 
efeito categórico como ferramenta na biopreservação de alimentos e a 
consequente garantia da sua qualidade (REIS et al., 2012). 
As bacteriocinas são moléculas produzidas por grande parte das 
bactérias já descritas, sendo que uma mesma espécie bacteriana pode 
produzir diversos tipos delas (RILEY & CHAVAN, 2007). As mesmas podem 
ser definidas como um produto bacteriano produzidas nos ribossomos, ou do 
metabolismo secundário, descritas como peptídeos de tamanho pequeno, 
estáveis ao calor, os quais podem inibir o crescimento de outras bactérias, 
sendo assim considerado um mecanismo de imunidade inata. As mais 
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conhecidas e com melhor potencial para serem utilizadas na indústria 
alimentícia são bacteriocinas produzidas pelas BALs, que já são amplamente 
utilizadas mesmo sem passarem por nenhum processo de purificação 
(COTTER et al., 2005).  
Existe ampla variação de diversidade e frequência das bacteriocinas 
produzidas. Isso pode estar relacionado a diferentes fatores, incluindo o 
genoma, as interações entre as células produtoras de bacteriocinas e o hábitat 
onde a população bacteriana se estabeleceu (RILEY & CHAVAN, 2007). O tipo 
de bacteriocina produzida é determinado também pela disponibilidade de 
fontes de carbono, fosfato e nitrogênio, além de outras substâncias presentes 
no meio (SAVADOGO et al., 2006).  
Devido à grande variedade de bacteriocinas existentes, seus 
mecanismos de ação podem também ser os mais variados, podendo os alvos, 
de maneira geral, constituir qualquer das etapas essenciais do funcionamento 
das células bacterianas, como síntese de proteínas, replicação e síntese da 
parede celular (OSCÁRIZ; PISABARRO, 2001). No entanto, sabe-se que as 
bacteriocinas são moléculas com características hidrofóbicas, resultando em 
mecanismos de ação que envolvem principalmente a membrana das bactérias 
alvo (SAVADOGO et al., 2006), podendo agir formando poros ou canais de 
membrana, que interferem no potencial energético das células bacterianas 
(OSCÁRIZ & PISABARRO, 2001). 
Segundo a classificação estabelecida por HENG et al. (2007) e 
COTTER et al. (2005), as bacteriocinas produzidas por bactérias Gram-
positivas podem ser inseridas em umas das categorias: Classe I, os peptídeos 
lantibióticos dos tipo linear A, tipo globular B e tipo multicomponentes C; Classe 
II, que compõem os peptídeos não modificados, de tamanho menor que 10 
kDa, subdivididos em tipo IIa semelhante a pediocina, tipo multicomponente IIb, 
e tipo misto IIc; classe III, composta por proteínas grande maiores que 10 kDa, 
subdivididas em tipo IIIa (Lisinas) e tipo IIIb; e classe IV, que são peptídeos 
cíclicos.  
Além da inibição promovida pela produção de substâncias, a própria 
competição por nutrientes e espaço de adesão gera desaceleração do 
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desenvolvimento dos microrganismos no mesmo microambiente que as BALs 
(CORNU, 2001; GIUFFRIDA et al., 2009; VIECO-SAIZ et al.,2019). A 
capacidade de adesão de determinadas cepas de bactérias probióticas está 
intimamente relacionada à redução da possibilidade de adesão de patógenos 
em células intestinais, tornando-se um mecanismo importante de competição 
no ambiente intestinal (MYLLYLUOMA et al., 2008; INTURRI et al., 2016). Da 
mesma forma, a necessidade de captação de nutrientes por bactérias 
probióticas e a melhor adaptabilidade ao meio determinam uma natural 
competição por essas moléculas e geram a exclusão competitiva dos eventuais 
patógenos intestinais (LEBEER et al., 2008). 
A combinação dos fatores citados, proporcionam a formação de um 
ambiente complexo, no qual microrganismos patogênicos e indesejáveis 
encontram uma situação de sobrevivência desfavorável (MEAD, 2000). 
Sabendo da capacidade dessas moléculas em inibir o crescimento de bactérias 
(ZACHAROF & LOVITT, 2012; MAGALHÃES, 2014; TRABULSI & 
ALTERTHUM, 2015), estudos para comprovar seus efeitos na inibição de 
outras bactérias vem sendo realizados como, por exemplo, na inibição do 
crescimento de Listeria monocytogenes, considerado um importante patógeno 
alimentar (ZACHAROF & LOVITT, 2012; MAGALHÃES, 2014). Autores já 
realizaram pesquisas envolvendo diversas cepas de BALs com outras 
categorias bacterianas a fim de avaliar os efeitos antimicrobianos, 
demonstrando que os metabólitos produzidos pelas BALs estudadas foram 
capazes de reduzir significativamente a presença e o crescimento de bactérias 
potencialmente patogênicas (AL-MALKEY et al. 2017; MARIAM et al. 2017; 
COSTA et al. 2018; TOUALBIA et al. 2018).  
Outras perspectivas apontam ainda o uso de micro-organismos 
produtores de substâncias antimicrobianas como alternativas ao uso de 
antibióticos tradicionais, inclusive contra cepas resistentes em infecções 
humanas (COTTER et al. 2012; ZAHID et al., 2015; BISWAS et al., 2017; 
OŁDAK AND ZIELIŃSKA, 2017), além do uso como promotores de 
crescimento, substituindo os antibióticos na produção animal (VIECO-SAIZ et 




CAPÍTULO II - ARTIGO - LEITE CRU: ISOLAMENTO E SELEÇÃO DE 
BACTÉRIAS DO ÁCIDO LÁTICO E ANÁLISE DO SEU POTENCIAL 




Bactérias do ácido lático (BAL) têm sido reconhecidas por seu papel probiótico 
e aplicação em processos tecnológicos na fabricação de alimentos 
fermentados. Adicionalmente, essas espécies bacterianas produzem uma 
diversidade de substâncias, como bacteriocinas, ácidos orgânicos, enzimas, 
mucina, ácidos graxos e outras moléculas, as quais possuem variável 
capacidade de inibir outras espécies microbianas, sobretudo isolados 
potencialmente patogênicos, como Staphylococcus aureus e Listeria 
monocytogenes tornando-se potenciais aliados na bioproteção de alimentos. O 
objetivo deste estudo foi isolar BALs do leite cru, avaliar a influência destas no 
desenvolvimento de S. aureus e L. monocytogenes in vitro e identificar as 
cepas que demostraram potencial antagonista. Foram obtidos 60 isolados 
sugestivos de BAL a partir de sete amostras de leite e, um isolado de L. 
monocytogenes a partir de 12 amostras de leite. S. aureus foi proveniente do 
estoque de cepas do Laboratório de controle de qualidade e segurança de 
alimentos. Pelo método de sobreposição em placa, 21 BALs foram testadas 
para L. monocytogenes e 28 isolados para S. aureus.  Os resultados foram 
obtidos pela leitura dos halos de inibição produzidos e 95,2% e 92,8% das 
BALs produziram algum nível de inibição contra os patógenos, 
respectivamente.  Testes moleculares foram utilizados para identificação das 
espécies de BAL com potencial antagonista, sendo elas Lactococcus lactis, 
Enterococcus faecalis, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus fermentum, 
Lactobacillus paracasei e Lactobacillus brevis. Lactobacillus plantarum e 
Lactobacillus paracasei demonstraram as maiores capacidades de inibição a L. 
monocytogenes e S. aureus, respectivamente. Os dados relatados neste 
estudo podem fornecer informações sobre a influência das cepas de BALs 
nativas do leite cru contra patógenos presentes em ambiente de ordenha e em 
leite e derivados, sendo considerada uma forma de bioproteção.  
 
Palavras-chave: bacteriocina, inibição, bactérias láticas, doenças transmitidas 
por alimentos, ambiente de ordenha.  
 
2.2. Abstract  
 
Lactic acid bacteria (BAL) have been recognized for their probiotic role and 
application in technological processes in the manufacture of fermented foods. 
Additionally, these bacterial species produce a diversity of substances, such as 
bacteriocins, organic acids, enzymes, mucin, fatty acids and other molecules, 
which have a variable capacity to inhibit other microbial species, especially 
potentially pathogenic isolates, such as Staphylococcus aureus and Listeria 
monocytogenes, making potential allies in food bioprotection. The aim of this 
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study was to isolate LAB from raw milk, to evaluate their influence on the 
development of Listeria monocytogenes and Staphyloccus aureus in vitro and 
to identify potential antagonist strains. Sixty presumptive isolates of LAB were 
obtained from seven milk samples and one isolate of L. monocytogenes from 
twelve milk samples. S. aureus came from the strains stock of the Laboratório 
de Controle de Qualidade e Segurança de Alimentos (LACQSA) – UFPR. By 
the plate overlay method, 21 BALs were tested for L. monocytogenes and 28 
isolates for S. aureus. The results were obtained by reading the inhibition halos 
produced and 95.2% and 92.8% of the BALs produced some level of inhibition 
against the pathogens, respectively. Molecular tests were used to identify 
potential antagonist LAB species, namely Lactococcus lactis, Enterococcus 
faecalis, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus fermentum, Lactobacillus 
paracasei and Lactobacillus brevis. Lactobacillus plantarum and Lactobacillus 
paracasei demonstrated the best inhibitory capacities to L. monocytogenes and 
S. aureus, respectively. The data reported in this study may provide information 
on the influence of native LAB strains of raw milk against the pathogen present 
in milking environment and in milk and dairy products, as a means of 
bioprotection.  
 




O leite cru possui uma microbiota versátil, contendo espécies benéficas 
e patogênicas. As espécies benéficas podem promover ações probióticas e 
bioconservantes, ganhando espaço na indústria e na pesquisa por seu papel 
tecnológico e na saúde (BOOR et al., 2017; NERO, DA CRUZ & BERSOT, 
2017; PERIN, L. M. et al., 2019). Por outro lado, os microrganismos 
patogênicos estão associados à ocorrência das doenças transmitidas por 
alimentos (DTA), as quais vem sido relatadas com significativas morbidade e 
mortalidade pela Organização Mundial de Saúde (OMS) ao redor do mundo 
(WHO, 2007).  
Dentre as espécies benéficas de ocorrência natural no leite e outros 
alimentos, as bactérias do ácido lático (BALs) são conhecidas por seu papel 
como probióticos, promovendo benefícios na saúde geral de humanos e 
animais (O’SULLIVAN, J-H LEE & DOMINGUEZ, 2010). Diversos são os 
mecanismos de ação desenvolvidos com função probiótica como a colonização 
da microbiota intestinal, promovendo exclusão competitiva de patógenos, além 
de produção de substâncias como bacteriocinas, ácidos orgânicos, enzimas, 
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mucina, ácidos graxos e ainda modularem o sistema imunológico pela 
produção de moléculas moduladoras (LEBEER et al., 2008; REIS et al., 2012; 
PLAZA-DIAZ, 2019).  
Já como causadores de DTA, os maiores índices de ocorrência são 
bacterianos, sendo Listeria monocytogenes frequentemente citada e de grande 
importância na saúde pública (SCALLAN, 2011; WHO, 2015). A listeriose pode 
causar quadros de gastroenterites em indivíduos saudáveis, podendo neste 
grupo ser assintomática (BHUNIA, 2008; JAY, 2005). Em grupos de risco 
(gestantes, recém-nascidos, idosos, HIV-positivos) a listeriose pode gerar 
complicações severas e invasivas como aborto e meningite (SWAMINATHAN & 
SMIDT, 2007; MEHMOOD, MARWAT & KHAN, 2017; MAGALHÃES, 2014).  
Embora seja comensal à pele e fossas nasais dos humanos e de 
animais, cepas de Staphylococcus aureus podem causar infecções e 
intoxicações (OLIVER et al. 2005; PETON & LOIR, 2014). S. aureus apresenta 
diversos fatores de virulência, incluindo a formação de enterotoxinas, 
responsáveis pelas intoxicações alimentares (BHUNIA, 2008). A intoxicação 
por estafilococos é uma das mais frequentes causas de enfermidade de origem 
alimentar ao redor do mundo (KADARIYA et al., 2014) e os números são 
frequentemente subnotificados em decorrência de sintomas inespecíficos e de 
rápida duração clínica quando não envolvem complicações (FDA, 2012). Sabe-
se que há correlação entre a ocorrência de mastite, principalmente subclínica, 
causada por S. aureus, e a transmissão deste patógeno via contaminação do 
leite e seus derivados (FAGUNDES et al., 2010; ARTURSSON, 2018).  
Devido à ocorrência de fatores de virulência, S. aureus possui 
susceptibilidade ao desenvolvimento de resistência a múltiplas classes de 
antibióticos (KHOSHKHARAM-ROODMAJANI, 2014). Desde 1961, com o 
aparecimento da resistência à meticilina, S. aureus resistente à meticilina 
(MRSA), vem trazendo preocupação e grandes taxas de mortalidade em 
comparado às cepas suscetíveis (LAKHUNDI & ZHANG, 2018). MRSA foi 
estabelecido por mutação de uma proteína de ligação à penicilina, uma 
proteína codificada no cromossomo, sendo transferido entre as cepas por 
bacteriófagos (SIDDIQUI & KOIRALA, 2018). 
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É inegável que, desde a descoberta da penicilina em 1929, por 
Alexander Fleming (TAN & TATSUMURA, 2015), a luta contra doenças 
infeciosas tem sido bem-sucedida e encarada com maior otimismo. Apesar 
disso, há problemas importantes relacionados, como a grande mortalidade por 
infecções em países em desenvolvimento e o surgimento de resistência 
antimicrobiana a nível global (KAPOOR et al. 2017). Resistência antimicrobiana 
é um assunto complexo que exige esforços conjuntos de microbiologistas, 
ecologistas, especialistas em saúde, educadores, políticos, indústria e outros 
setores, bem como da própria sociedade (AMINOV, 2010).  
Alternativas ao uso de antibióticos vem sendo desenvolvidas a fim de 
contornar as habilidades desenvolvidas pelas bactérias frente aos antibióticos 
tradicionais ao longo dos últimos 70 anos. Terapias antimicrobianas 
alternativas podem, atualmente, ser divididas em três grandes grupos: 
alternativas de ocorrência natural, estratégias sintéticas e as baseadas na 
biotecnologia.  Dentre as alternativas de ocorrência natural podem ser 
empregadas lisinas, peptídeos antimicrobianos, terapias com fago, 
bacteriocinas, anticorpos e probióticos (GHOSH et al. 2019).  
O uso de bacteriocinas e outras moléculas produzidas pelas BAL 
contra patógenos vem sendo relatado (DABÉS, SANTOS & PEREIRA, 2001; 
SOLEIMANI et al., 2010; DJADOUNI & KIHAL, 2012; CASTILLO, CABALLERO 
& LENGUA, 2015; KARAMI et al., 2017; COSTA et al. 2018) e estudos 
buscando avaliar essa capacidade de inibição vêm sendo feitos, propondo que 
esses microrganismos possam ser utilizados em alimentos como medida de 
bioproteção (COELHO et al., 2014; MACALUSO et al.,2016). 
O objetivo deste estudo foi isolar BALs do leite cru e verificar, in vitro, a 
capacidade de inibição da multiplicação de L. monocytogenes e S. aureus, 
espécies frequentemente encontradas em ambiente de ordenha e em leite e 
derivados.   
2.4. Material e Métodos  
2.4.1. Amostras de leite cru 
Sete amostras de leite cru foram coletadas para o isolamento de 
bactérias do ácido lático (BALs) e 12 para pesquisa de Listeria monocytogenes. 
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As amostras foram provenientes de diferentes propriedades de produção 
leiteira localizadas na Região Metropolitana de Curitiba e foram coletadas em 
recipientes estéreis e mantidas em temperatura de refrigeração até o momento 
do processamento.  
2.4.2. Isolamento e seleção de bactérias do ácido lático (BAL) 
As amostras foram distribuídas em solução salina (0,85%) peptonada 
(0,1%) na proporção 1/9. Em seguida, as diluições foram plaqueadas pelo 
método de profundidade em placas contendo ágar De Man, Rogosa and 
Sharpe (MRS) (Kasvi®) e incubadas a 32ºC +-2ºC por 72h, de acordo com a 
ISO 15214:1998.   
Após a incubação, de três a cinco colônias foram purificadas em placas 
contendo ágar MRS (Kasvi®). Todas as placas foram incubadas a 32ºC +-2ºC 
por 48h em jarras de anaerobiose.  Os isolados resultantes foram submetidos 
ao teste da catalase (H2O2 10 volumes), coloração de Gram e observação da 
conformação morfológica. Isolados catalase negativos e Gram-positivos 
resultantes foram transferidos para eppendoffs contendo caldo Brain heart 
infusion (BHI) (Himedia®) incubados por 48h a 32ºC +-2ºC, seguido da adição 
de aproximadamente 200μl de glicerol 20% e estocados a temperatura de -4ºC. 
2.4.3. Isolamento de Listeria monocytogenes  
As amostras foram submetidas a ensaios microbiológicos de triagem 
contendo meios seletivos para Listeria sp. pelo método FDA/BAM.10:2016 
modificado (HITCHINS et al., 2016). Inicialmente, 10 ml das amostras de leite 
foram colocadas em 90ml de Listeria Enrichment Broth (LEB) (Merck®) e 
incubadas a 37ºC por 24h. Em seguida, foram transferidas para 10 ml de caldo 
Fraser (Oxoid®) suplementado (Oxoid Fraser Supplement®) e incubadas 
novamente por 24h a 37ºC. 
 As amostras positivas a hidrólise de esculina tiveram 0,1ml 
transferidos para ágar Palcam (Oxoid®) e Oxford (Oxoid®), incubados a 37ºC 
por 24h (HITCHINS et al., 2016). Três a cinco colônias típicas nesses meios 
foram selecionadas e estriadas em ágar Tripticase de soja (Oxoid®) com 0,6% 
de extrato de levedura (Oxoid®) - TSA-YE 0,6% e incubadas a 37ºC de 24 a 
48h (HITCHINS et al., 2016).   
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As colônias típicas foram isoladas e submetidas às provas bioquímicas, 
de acordo com FDA/BAM. 10:2016 (HITCHINS et al., 2016). Ao confirmar a 
presença da cepa de Listeria monocytogenes, a mesma foi transferida para 
caldo BHI (Himedia®) (48h a 30ºC), e em seguida, foi acrescida de glicerol 
20% e armazenada a -4ºC, para preservação e manutenção da cepa. 
2.4.4. Reativação de Staphylococcus aureus  
A cepa de S. aureus utilizada pertence ao estoque de cepas do 
Laboratório de Controle de Qualidade e Segurança de Alimentos (LACQSA) da 
Universidade Federal do Paraná (UFPR), a qual foi isolada de amostras de leite 
cru da mesma região do estudo. As cepas foram reativadas em caldo BHI 
(Himedia®) a 35ºC por 24h em estufa sob condições de aerobiose. E, em 
seguida, foram estriadas em placas de ágar Nutriente (Himedia®) incubadas a 
35ºC por 24-48h.  
 
2.4.5. Avaliação da atividade antimicrobiana pelo método de sobreposição 
dupla 
Para avaliar o potencial antagonista dos isolados de BAL foi utilizada a 
metodologia descrita por AWEEN et al. (2012) modificada, que envolve a 
sobreposição dupla. Cada isolado de BAL foi inoculado pontualmente em 
placas contendo ágar MRS (Kasvi®), formando spots. Após o período de 
incubação, a 30ºC por 24h em jarras de anaerobiose, as placas contendo os 
spots foram vertidas com 15ml de ágar BHI (Himedia®) semi-sólido contendo 
1,5x108 UFC/ml das bactérias marcadoras, S. aureus e L. monocytogenes. 
Após 24h de incubação, a 30ºC +- 2ºC sob condições de aerobiose, o diâmetro 
da zona de inibição foi mensurado, em milímetros (mm), com a utilização de 
uma régua. 
 




A identificação das espécies com resultados positivos aos testes de 
inibição foi realizada por meio de testes moleculares. Os isolados de BAL foram 
submetidos à extração de DNA, Polymerase Chain Reaction – PCR e posterior 
sequenciamento. Para a extração do DNA, os isolados foram cultivados em 
caldo MRS (Kasvi®) e o protocolo utilizado foi o descrito por Cheng & Jiang 
(2006) modificado. Em seguida, as reações de PCR foram realizadas 
utilizando-se um volume final de 50μl, sendo 2 μl de DNA. Os fragmentos do 
gene universal 16S sRNA foram amplificadas utilizando-se os primers 27F (5’- 
AGAGTTTGATCMTGGCTCAG – 3’) (Lane, 1991; Wang et al. 2006) e 1512r 
(5’-ACGGCTACCTTGTTACGACT-3’) (Wang et al. 2006) sob condição de 95 ° 
C por 5 min (um ciclo), 93° C por 5 min 50° C por um minuto, 72° C por 1 min e 
30 s (30 ciclos) e 72 ° C por 5 min (um ciclo), seguido de resfriamento a 4° C e 
armazenamento a -20° C. Os produtos de PCR foram sequenciados por 
GoGenetic (Curitiba, Brasil). As sequências resultantes foram submetidas e 
comparadas no banco de dados GenBank usando o algoritmo Basic Local 




2.5.1. Seleção de BAL 
Foram isoladas 60 cepas sugestivas de BAL a partir das amostras de 
leite, 41 delas eram catalase negativas e Gram-positivas. Três foram 
eliminados do experimento pela observação de contaminação durante a 
estocagem.  
 
2.5.2. Atividade antimicrobiana de BAL contra bactérias-alvo 
Dos 41 isolados de BALs, e considerando a formação homogênea de 
spot de bactéria lática e do crescimento do patógeno na placa, 28 e 21 placas 
proporcionaram leitura adequada dos resultados na exposição de S. aureus e 
L. monocytogenes, respectivamente (Tabela 1). Da leitura do diâmetro dos 
halos de inibição (Figura 1), foi possível observar que 26 (92,8%) dos isolados 
de BALs tiveram algum nível de resposta inibitória ao S. aureus, sendo o maior 
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halo de inibição 30 mm ±2 e o menor 15 mm ±2. A observação mais frequente 
(34,6%) foi 20 mm ±2.  Para L. monocytogenes, 95,2% dos testados 
produziram algum nível de inibição (15 a 40±2 mm). O maior halo de inibição 
(40mm) observado na exposição a L. monocytogenes foi por um isolado de 
Lactobacillus plantarum. 
 
FIGURA 1. Halo de inibição formado por BAL no crescimento das bactérias marcadoras 










TABELA 1. Médias dos halos de inibição formado por BAL no crescimento de S. aureus 
e L. monocytogenes pelo método de sobreposição dupla.   
 
Média do halo de inibição (mm) 
 S. aureus L. monocytogenes 
Lactococcus lactis 15,5 ±2 17,7 ±2 
Lactobacillus plantarum 22,1 ±2 30 ±2 
Lactobacillus fermentum  19,9 ±2 20,7 ±2 
Enterococcus faecalis 16 ±2 21 ±2 
Lactobacillus paracasei 26 ±2 - 
Lactobacillus brevis 20 ±2 20±2 
 
 
2.5.3. Diversidade microbiana ácido lática  
Foi possível identificar geneticamente 38 isolados, utilizando-se Percent 
Identity >98%. Ao todo, três gêneros e seis diferentes espécies bacterianas 
foram reconhecidas:  Lactococcus lactis, Enterococcus faecalis, Lactobacillus 
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plantarum, Lactobacillus Fermentum, Lactobacillus paracasei e Lactobacillus 
brevis. As espécies predominantes observadas foram Lactobacillus plantarum 
(39%) e Lactobacillus fermentum (29%) (Figura 2). 
FIGURA 2. Diversidade de BAL com atividade antagonista identificadas pelos testes 




Sabe-se que o leite cru alberga variados grupos microbianos benéficos, 
incluindo bactérias do ácido lático (BAL), sendo os espécimes mais abundantes 
do gênero Lactobacillus (QUIGLEY et al. 2011; 2013). O gênero de BAL mais 
prevalente no estudo foi Lactobacillus (76%). Esse gênero é frequentemente 
relatado, abundante e reconhecido da microbiota natural do leite cru (MASOUD 
et al., 2012; GAO et al., 2017). Estudos relatam também a ocorrência frequente 
de Enterococcus e Lactococcus (AZIZ et al., 2009; ALNAKIP et al. 2016; GAO 
et al. 2017).  Os gêneros com capacidade de inibição frente aos patógenos são 
descritos como promotores de saúde e com importância tecnológica (QUIGLEY 
et al. 2013). Diversos estudos buscando avaliar a capacidade de inibição do 
crescimento de patógenos utilizando BAL vêm sendo feitos, propondo que 
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esses microrganismos possam ser utilizados em alimentos como medida de 
bioproteção (COELHO et al., 2014; MACALUSO et al.,2016).  
Um isolado de Lactobacillus plantarum demonstrou o maior valor (30 mm 
±2) frente a S. aureus. Em um estudo semelhante, foram encontrados halos 
com diâmetros máximos de 15±0,3 mm envolvendo L. plantarum e S. aureus 
(JABBARI et al., 2017).  Bhola & Bhadekar (2019) relataram inibição de cepas 
droga-resistentes de S. aureus por L. plantarum, associado ou não a outras 
espécies de Lactobacillus sp. In vivo, cepas de Lactobacillus plantarum 
também demonstraram efeito favorável durante a infecção intestinal por S. 
aureus em camundongos (REN et a. 2017). Sabe-se que diversos fatores 
influenciam no antagonismo verificado, incluindo a produção de variadas 
substâncias, como proteases, peptidases e bacteriocinas pelas BALs 
(O’SULLIVAN, J-H LEE & DOMINGUEZ, 2010), bem como peróxido de 
hidrogênio, ácido lático (MOKOENA, 2017) e outros ácidos orgânicos 
(KOWALCZYK et al., 2016) que, com ou sem sinergismo, são capazes de 
produzir um efeito inibitório no crescimento de micro-organismos deteriorantes 
ou patogênicos.  
Há relatos de resultados promissores envolvendo a capacidade de L. 
plantarum na inibição de L. monocytogenes, sendo a produção de ácido lático e 
a acidificação ocasionada por ele fatores de grande relevância (WILSON, 
SIGEE & EPTON, 2005; KAMILOĞLU, KABAN & KAYA 2019). Além disso, 
algumas bacteriocinas produzidas por L. plantarum são caracterizadas por 
inibirem o desenvolvimento de L. monocytogenes (CHEN et al., 2018; ATRIH et 
al., 2001). Uma aplicação possível para inócuos de L. plantarum seria a 
estratégia de melhoria da qualidade microbiana e segurança em alimentos 
como o queijo, sobretudo os produzidos a partir de cru, uma vez que a adição 
da BAL pode eliminar o crescimento de L. monocytogenes (SCATASSA et al., 
2017). 
De acordo com Ramos et al. (2017) algumas BAL (L. brevis e L. 
plantarum) isoladas de produtos fermentados brasileiros apresentam boa 
sobrevivência e aderência ao trato gastrointestinal e poderiam ser empregados 
como probióticos. Neste estudo, L. brevis produziu média de halo de inibição 
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de 20 mm contra L. monocytogenes indicando que a presença da BAL e a 
eventuais substâncias produzidas por elas foram capazes de antagonizar o 
desenvolvimento de L. monocytogenes nas placas.  In vivo, Riaz et al. (2019) 
testaram inócuos de L. brevis em camundongos com listeriose com resultados 
efetivos, propondo que a BAL poderia ser utilizada como probiótico e 
configurando uma medida profilática contra listerioses. Para S. aureus, 
Lactobacillus brevis, embora menos relatado na literatura, apresentou bom 
resultado antagonista no teste (20 mm ±2), também descrito por (RAHMEH et 
al., 2019).  
Lactobacillus fermentum, espécie identificada em 29% dos isolados de 
BALs, demonstrou capacidade de inibição ao patógeno testado, com média dos 
halos variando entre 15,5mm e 19,9mm para L. monocytogenes e S. aureus, 
respectivamente. Park et al. (2015) testaram cepas de L. fermentum contra seis 
patógenos (Escherichia coli O157:H7, Salmonella enterica subsp. enterica 
Typhimurium, Salmonella enterica subsp. enterica Enteritidis, Enterococcus 
faecalis, Staphylococcus aureus e Listeria monocytogenes) confirmando a 
habilidade inibir seus desenvolvimentos. L. fermentum demonstrou formação 
de halos de inibição contra S. aureus, de em média, 19,9 ±2 mm. Melo et al. 
(2016) verificaram uma redução da formação de biofilmes de S. aureus na 
presença de L. fermentum. Ademais, cepas de L. fermentum vêm sendo 
reconhecidas pelo seu potencial probiótico, devido, por exemplo, à 
sobrevivência ao trajeto gastrointestinal, aderência à camada epitelial intestinal 
e habilidade em produzir moléculas com atividade antibacteriana contra 
patógenos intestinais (RAMOS et al., 2013; FUOCHI, VOLTI & FURNERI, 
2017).  
Cepas de Enterococcus sp. podem exibir diferentes mecanismos 
moleculares e fatores de virulência, determinando se o microrganismo se 
caracteriza por probiótico, patogênico ou comensal. Hwanhlem et al. (2017) 
demonstraram a habilidade de isolados de E. faecalis em produzir 
bacteriocinas eficientes na inibição de patógenos, sendo consideradas com 
potencial de aplicação como agente de biocontrole. Além disso, Vimont et al. 
(2017) isolaram cepas de E. faecium com capacidade inibitória contra bactérias 
gram-positivas, incluindo espécies dos gêneros Clostridium, Listeria e 
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Staphylococcus, e outros aspectos de sobrevivência ao trato gastrintestinal, 
indicando que cepas do gênero Enterococcus possuem habilidade probiótica e 
antagonista contra alguns patógenos.  
A média dos halos produzidos por Enterococcus faecalis frente à cepa de 
S. aureus foi de 16 mm ±2, um dos menores valores observados, indicando 
que, comparativamente à outras espécies testadas, possui baixa capacidade 
antagonista à cepa de S. aureus. Por outro lado, nos testes envolvendo L. 
monocytogenes, o valor médio dos halos resultantes neste estudo foi de 21 
mm, demostrando que E. faecalis possui melhor capacidade em inibir L. 
monocytogenes do que S. aureus neste estudo. 
Para Lactococcus lactis, comparativamente a L. plantarum, L. 
fermentum, L. paracasei e L. brevis, a observação a média de halo de 15,5 ±2 
indica capacidade antagonista inferior frente a S. aureus. A aplicação principal 
de espécies de Lactococcus lactis tem sido na fabricação de produtos 
fermentados como culturas starter, devido à habilidade de gerar produtos com 
características sensoriais desejáveis (LÓPEZ-GONZÁLEZ et al. 2018), no 
entanto, estudos demonstram que L. lactis é capaz de inibir o crescimento de 
S. aureus com valores do diâmetro dos halos semelhantes aos observados 
(AI LIAN SONG et al. 2017; TETILI et al. 2017; AKBAR et al. 2019), bem como 
a diminuição da produção de enterotoxinas estafilocócicas (TETILI et al. 2017). 
A associação das características de L. lactis, o recorrente uso industrial e o 
potencial antagonista razoável contra S. aureus, o fazem um excelente 
candidato como bioprotetor na indústria alimentícia.  
Neste estudo, Lactococcus lactis resultou na menor média do diâmetro 
dos halos no teste de inibição de L. monocytogenes (17,7 ±2mm). Apesar 
disso, estudos demonstram que Lactococcus lactis podem produzir efeitos 
razoáveis na inibição do crescimento de L. monocytogenes (RODRIGUEZ et 
al., 2005; NERO et al, 2009), bem como é possível a detecção e caracterização 
de bacteriocinas (DAL BELLO et al., 2012; SAMELIS & KAKOURI, 2018) e 
produtos voláteis produzidos por isolados dessa espécie, capazes de inibir o 
patógeno (SIROLI et al., 2019). Há relatos de resultados promissores 
envolvendo a capacidade de L. plantarum na inibição de L. monocytogenes, 
sendo a produção de ácido lático e a acidificação ocasionada por ele fatores de 
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grande relevância (WILSON, SIGEE & EPTON, 2005; KAMILOĞLU, KABAN & 
KAYA 2019). Além disso, algumas bacteriocinas produzidas por L. plantarum 
são caracterizadas por inibirem o desenvolvimento de L. monocytogenes 
(CHEN et al., 2018; ATRIH et al., 2002). Uma aplicação possível para inócuos 
de L. plantarum seria a estratégia de melhoria da qualidade microbiana e 
segurança em alimentos como o queijo, sobretudo os produzidos a partir de 
cru, uma vez que a adição da BAL pode eliminar o crescimento de L. 
monocytogenes (SCATASSA et al., 2017). 
Pesquisas demonstram que cepas de L. paracasei desenvolvem um 
desejável antagonismo frente a S. aureus (BENDALI, MADI, & SADOUN, 2011; 
MADI & BOUSHABA, 2017). Apenas um isolado foi identificado como L. 
paracasei, o qual apresentou média de diâmetro de halo de 26 mm ±2 contra S. 
aureus, demonstrando capacidade antagonista.  
 
2.7. Conclusão  
 
A observação de halos de inibição nos testes realizados neste estudo 
indica que a presença e/ou produção de substâncias pelas cepas de 
Lactobacillus plantarum, Lactobacillus paracasei, Lactococcus lactis, 
Lactobacillus fermentum, Enterococcus faecalis e Lactobacillus brevis isoladas 
do leite cru possuem capacidade de inibir a multiplicação de S. aureus e L. 
monocytogenes in vitro. Isolados de Lactobacillus plantaram tiveram maiores 
frequências e demostraram o maior halo de inibição frente a L. monocytogenes.  
A cepa de Lactobacillus paracasei promoveu o maior halo de inibição frente a 
Staphylococcus aureus. 
Os dados relatados neste estudo podem fornecer informações sobre a 
influência das cepas de BALs nativas do leite cru na inibição de patógenos de 
ocorrência em ambiente de ordenha e em leite e derivados. Este estudo pode 
ainda contribuir para o desenvolvimento de novas pesquisas envolvendo a 
caracterização e a aplicação das substâncias produzidas pelas BALs no 
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